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مشخصات

:هشدارها
oشودلهحاصنتایجدرخطاایجادباعثاستممکنروپیشپروتکلدرتغییراتهرگونه.
oشرایطتحتودیدهآموزشمتخصصافرادتوسطبایدحاضرتستGLP(Good

laboratory practice)شودانجام.
oهبستگیاطمینانقابلنتایج ونهنمومناسبنگهداریوذخیرهحمل،جمع‌آوری،ب

.داردصحیحژنومیاستخراجهمچنین
oاستشدهاستخراجژنومرویبرتستانجامبرایصرفاحاضرکیت.
oاستخراجحیندرموجودمهارکننده‌هایDNAتکثیرازمانعمی‌توانندژنومیDNA

.شوندPCRواکنشانجامحیندرهدف

فتراقی‌تشخیص‌ادستورالعمل‌استفاده‌از‌کیت‌
PCRاساس‌تکنیک‌ریل‌تایم‌بر‌بروسلا‌

پروتکل

Real-timeدستگاهبهراقبلمرحله‌یازحاصلواکنشمیکسحاویاستریپیاپلیت-3 PCR

.نماییداجراراروبروجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقل
TexasوFAM،HEXکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش* Redصورتدروشودانجاممرحلهایندر

Passiveنیاز reference dye(ROX)شوددادهقرارخاموشحالتدر.

.ی‌شودمپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده.شوندذوبآرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل
.شوندکشیدهتیوبمیکروتهبهباشدتیوب‌هادربرویمحلولقطراتکهصورتیدرتاشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌هاکردنهموژنوکردنحلبرایسپس

:مراحل
ستیشنورکیکزیردر-1 Brucellaازمیکرولیتر15مقدارنمونه،هرازایبه،PCRا Master MixمخصوصپلیتازچاهکیکدرراReal-time PCR(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)

.نماییدالیکوت

Brucellaحاویچاهکهربهدررابروسلاباکتریکشتنمونه‌یازشده‌یاستخراجDNAهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر-2 Master Mixنماییداسپینسپسواضافه.

مثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندرAbortus Positive ControlوMelitensis Positive ControlمنفیکنترلهمچنینوNo Template Control

.نماییداضافهواکنشمیکسحاویدیگرچاهک3بهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجود
(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

180 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
15 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 40
30* 60 ‌و‌سنتز‌رشته‌های‌ج دیدجفت‌شدن‌پرایمرها

30 25 خنک‌شدن‌ X 1

:نگهداریونقلوحملشرایط
oشودانجامسانتیگراددرجه-20زیردمایدرکیتنقلوحمل.
oسانتیگراددرجه-20±5دمایدرلیبلرویبرمندرجانقضایزمانتاکیتاجزایتمامی

.شوندنگهداری
oهستندپایدارفریز/ذوبسیکل3ازبعدنهایتاکیتاجزای.
oدهصورتدر ستفا تهیهیکوتالکیتاجزایازمی‌شودپیشنهادکیت،ازیکبارازبیشا

.شود
oهترسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر ازکمتردرآزمایشاتاستب

.شوندانجامهفتهیک
oنگیردقرارمستقیمنورمعرضدرپروب/پرایمرحاویریجنتامکانحدتا.

لیتنسیساز‌بروسلا‌متشخیص‌افتراقی‌باکتری‌بروسلا‌ابورتوس‌ کاربرد

TaqManریل‌تایم‌PCRکیفی اساس‌تست

DNAدهژنومی‌استخراج‌شده‌از‌باکتری‌بروسلا‌کشت‌داده‌ش نوع‌نمونه

Brucella Master Mix رمیکرولیت360

تستی24اجزای‌کیت‌
Abortus Positive Control رمیکرولیت100

Melitensis Positive Control رمیکرولیت100

No Template Control رمیکرولیت100

FAM(بروسلا‌آبورتوس)
فلوروکروم‌ها

HEXیا‌VIC(بروسلا‌ملیتنسیس‌‌)

کپی‌در‌واکنش10 LOD

StepOne (Plus)‌،LightCycler‌،Rotor Gene‌،MIC PCRدستگاه‌های‌ریل‌تایم‌

آنالیز‌نتایج

انجامازبعدPCR،دقیقترمقادیرآوردنبدستجهتمی‌شودپیشنهاد.گیردقرارآنالیزوبررسیموردمجزابصورتبایدنمونه‌هرCt،ترشهلدخطوشودخارجاتوماتحالتاز(آستانه)ترشهلد
(Threshold line)شودتنظیمدستیبصورت.
باشندلگاریتمیفازداراییاوسیگموئیدیبه‌شکلبایدکانالهربرایشدهمشاهدهمنحنی‌های.
کانال3ازیکهردرFAM،HEXوTxRedمقادیرCtشوندگرفتهنظرمنفینتیجه‌یبعنوان34ازبزرگترمقادیرومثبتنتیجه‌یبعنوان34ازکمتر‌.
شودانجامزیراساسبرنتایجنهاییتفسیر.

FAM HEX TxRed تفسیر

+ - ± وجود‌باکتری‌بروسلا‌ابورتوس

- + ± باکتری‌بروسلا‌ملیتنسیسوجود‌

- - + عدم‌وجود‌باکتری‌بروسلا

- - - (جواب‌تست‌نامعتبر‌است)استخراج‌ژنوم‌بدرستی‌انجام‌نشده‌است‌و‌یا‌احتمال‌حضور‌مهارکننده‌در‌نمونه‌وجود‌دارد‌

‌مرکز‌رشد‌فناوری:  آدرس کاشان،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی،
031910106510912558۷858:    شماره تماس
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